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METHODE D' EXPRESSION INDUCTIBLE D'ARNi DANS DES 
CELLULES, LES MOLECULES D'ACIDE NUCLEIQUE POUR SA MISE EN 
(EUVRE ET LES CELLULES TRANSFORMEES PAR CES MOLECULES. 



particuliSrement la preparation d' oligonucleotides double 
brin pour §tre utilises dans un processus d * interference ARN 
(RNAi ou ARNi). 

L ' interference ARN designe aussi « SiRNA» ou « RNAi » 

10 ou encore co-suppression, a ete mise en evidence dans les 
plantes, ou il a ete observe que 1 ' introduction d'un long 
ARN double brin, correspondant ^ un gene, induit la 
repression specif ique et efficace du gfene cibie. Le 
mecanisme de cette interference comporte la degradation de 

15 I'ARN double brin en courts duplex d' oligonucleotides de 20 
a 22 nucleotides. 

L ' interference ARN a maintenant ete appliqiiee aux 
mairanifSres pour inhiber specif iquement des genes pour des 
applications en genetique fonctionnelle. En effet, les 

20 siRNAs permettent d' identifier la fonction des genes mis en 
evidence par le sequengage du genome humain, soit dans des 
modeles de culture cellulaire, soit dans des modeles animaux 
en particulier chez la souris. L ' interference ARN est aussi 
utile dans le domaine therapeutique pour le traitement ou la 

25 prevention de cancers, de maladies infectieuses et plus 
generalement de maladies mettant en jeu un gene heterologue 
ou homologue mute (Elbashir, S. M., Harborth, J., Lendeckel, 
W., Yalcin, A., Weber, K., and Tuschl, T. (2001a). Duplexes 
of 21-nucleotide RNAs mediate RNA interference in cultured 

30 mammalian cells. Nature 411, 494-498 ; Elbashir, S. M. , 
Martinez, J., Patkaniowska, A., Lendeckel, W., and Tuschl, 
T. (2001b). Functional anatomy of siRNAs for mediating 
efficient RNAi in Drosophila melanogaster embryo lysate. 
Embo J 20, 6877-6888). 
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L' invention concerne le domaine de la biologie et plus 
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Les siRNAs sont de courtes sequences d'ARN double 
brin, qui peuvent etre introduites sous forme 
d'oligonuclgotide synth§tique ou sous forme de plasmide 
permettant leur transcription. 
5 La mise en ceuvre de plasmides presente de nombreux 

avantages, en particulier pour les applications de g6n6tique 
fonctionnelle. Elle permet d'exprimer I'ARN double brin de 
maniere stable dans les cellules, et done d'inhiber plus 
facilement des proteines a longue demi-vie. En effet, les 

10 siRNA synthetiques ont une dur6e de demi-vie de 3 jours dans 
les cellules de mammif&re. Elle permet aussi d' analyser des 
effets a long terme. Par centre / elle nicessite d'^tablir 
des lignfies exprimant la construction de maniere stable, ce 
qui presente plusieurs inconvenients . En particulier, il 

15 faut comparer des lignSes stables entre elles, ce qui est en 
g6n6ral difficile d ' interpretation parce que les lignees 
cellulaires d^rivent. D' autre part, il est impossible 
d'gtudier les prot6ines indispensables pour la cellule, 
puisque leur inhibition bloquera la proliferation des 

20 cellules et emp§chera done I'^tablissement de la lign^e 
stable. Il est done indispensable de pouvoir induire a 
volonte 1' expression du siRNA. 

L' invention vise precisement a pallier ces 
inconvenients en off rant un systfeme d' expression d'un siRNA 

25 de manifere stable et inductible. Ce but est atteint grace a 
I'emploi du systSme CRE-lox pour 1' expression d'un siRNA 
dans des cellules de mammifSres. L' invention a done pour 
objet une methode d'expression d'ARNi dans des cellules 
comprenant : 

30 - 1 ' introduction dans des cellules eucaryotes d'une 

molecule d'acide nucleique comprenant les sequences sens et 
antisens de I'ARNi plac^es sous le controle d'un promoteur 
de transcription unique, lesdites sequences sens et antisens 
etant sSpar^es par une sequence d'ADN comprenant une 
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Sequence d' arret de ladite transcription, ladite sequence 
d'ADN etant encadr^e h chacune de ses extremites par un site 
lox, 

- la mise en contact des sites lox avec Cre, pour 
obtenir par recombinaison site-specif ique 1' Elimination de 
la sequence d'ADN et de la sequence d' arret de la 
transcription de fagon ^ ce que lesdites sequences sens et 
antisens ne soient plus sSpar^es que par la sequence lox 
restante et ainsi permettre la transcription de I'ARNi dans 
son int6gralite avec la sequence lox r^siduelle comme 
boucle . 

Selon une forme particuliere de mise en oeuvre de la 
m^thode de 1' invention, ladite molecule d'acide nucl6ique 
comprend de 5' vers 3', comme montrE a la figure 1, un 
promoteur de transcription compatible avec lesdites 
cellules, la sequence sens de I'ARNi, un premier site lox, 
une sequence d'ADN comprenant un terminateur de 
transcription, le second site lox et la sequence antisens de 
I'lUiNi. 

Avantageusement, ladite molecule d'acide nucliique est 
un plasmide. II peut aussi s'agir d'un retrovirus, 

Les cellules transfectSes avec cette molecule d'acide 
nucleique sont des cellules de mammif&res. La methode 
s' applique aussi bien k la transfection de cellules en 
culture que directement chez 1' animal. 

En effet, 1' invention permet d' analyser de maniere 
fiable les genes humains d'un point de vue fonctionnel, dans 
des cellules en culture ou dans des animaux, en particulier 
dans des souris. En effet, il existe des systSmes permettant 
1' expression inductible de ORE, dans les cellules et dans 
les animaux. Chez la souris, la CRE peut ggalement etre 
exprim6e de maniere tissu specif ique, permettant 
1 ' inactivation d'un gene specif iquement dans ces tissus. 
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La CRE peut etre mise en contact avec les sites lox 
via la transfection des cellules avec une molecule d'acide 
nuclgique comprenant une sequence rfigulatrice et le gSne 
ere. 

La sequence d'ADN separant les sequences sens et 
antisens de I'ARNi et comprenant le terminateur de 
transcription est avantageusement un g&ne de resistance a un 
antibiotique, comme la n^omycine, permettant ainsi en outre 
de s^lectionner les cellules transfectees. 

L' invention a egalement pour objet une molecule 
d'acide nucleique d^crite ci-dessus pour la mise en ceuvre de 
la mgthode d' expression inductible d'ARNi dans des cellules. 

L' invention se rapporte encore a une cellule ou une 
lignge de cellules transfectees par une molgcule d'acide 
nucleique decrite precedemment et les animaux dont des 
cellules ont ^t6 transfectees par ladite molecule d'acide 
nucleique. L' invention a enfin pour objet des compositions 
notamment pharmaceutiques comprenant comme substance active 
au moins une molecule d'acide nucleique ci-dessus ou des 
cellules transformees par celle-ci eventuellement associees 
dans la composition k un excipient compatible. 

D'autres avantages et caracteristiques de 1' invention 
apparaitront des exemples qui suivent et dans lesquels il 
sera fait reference aux dessins en annexe dans lesquels : 

La figure 1 represente la strategic pour 1' expression 
de siRNAs de maniere inductible selon 1' invention. 

La figure 2 et la figure 3 representent 1' induction de 
I'activite de I'ARNi par la CRE. 

La figure 4 represente 1' inhibition du marqueur GFP 
par I'ARNi. 

La figure 5 represente 1' inhibition du marqueur GFP 
dependante de CRE au cours de transfection en deux etapes. 
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La figure 6 repr^sente 1' inhibition par I'ARNi du 
marqueur GFP int6gr6 dans une lign^e cellulaire. 

La figure 7 reprisente 1* inhibition par I'ARNi du gene 
endogene p53 avec etablissement de lign^es cellulaires 
stables • 

La figure 8 repr^sente 1' activity in vitro de I'ARNi. 
EXEMPLE 1 . 

Le plasmide plox siRNA comport e un promoteur Pol II 
contr61ant un gene de resistance a un antibiotique, la 
n^omycine. La cassette n^omycine est entour^e de sites lox. 
Dans un premier temps, un promoteur Pol III (HI) a §te 
insure dans le sens oppose au promoteur Pol II. Le promoteur 
HI introduit dans le plasmide derriere la deuxieme region 
loxp, avec les enzymes de restriction Nhel et Xbal est 
obtenu par PGR a partir des amorces suivantes : 

5' CTAGCTAGCCCATGGAATTCGAACGCTGACGTC 3' Forward (SEQ 
ID NO. 1) 

5 ' GCTCTAGAGTGGTCTCATACAGAACTTATAAGATTCCC 3 ' Reverse 
(SEQ ID NO. 2) 

Ce plasmide est inspire du plasmide pSUPER, 
permettant 1' expression constitutive de siRNA et d^crit par 
Brummelkamp et al. 

Les sequences d'ADN correspondant au SiRNA sens ont 
ensuite 6t6 introduites imm§diatement aprSs le promoteur HI 
au niveau du site Xbal. 

SiRNA sens : 

5* CTAGACCCGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATT 3' (SEQ ID NO. 3) 
SiRNA sens complementaire : 

5 ' CTAGAATGAACTTCAGGGTCAGCTTGCGGT 3 ' ( SEQ ID NO . 4 ) 

Enfin, les sequences d'ADN correspondant au siRNA 
anti-sens ont 6t6 introduites k la suite de la deuxieme 
rggion loxp au niveau des sites Bamhl et Kpnl. 
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SiHNA anti-sens : 

5 ' GATCCATGAACTTCAGGGTCAGCTTGCTTTTTTGGAAAGGTAC 3 ' ( SEQ 
ID NO. 5) 

SiRNA anti-sens compl^mentaire : 

5 • CTTTCCAAAAAAGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATG 3' (SEQ ID NO. 

6) 

Le psiRNA lox est obtenu en inserant la totality de la 
sequence ADN du siRNA directement aprfes le promoteur Hi au 
niveau du site Xbal. Les siRNA sens et anti-sens sont 
sSparSs par une boucle. 

SiRNA: 

5 ' CTAGTTTCCAAAAAAGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATTCTCTTGAAATGAAC 
TTCAGGGTCAGCTTGCGGGT 3' (SEQ ID NO. 7) 
SiRNA compl^mentaire : 

5 ' CTAGACCCGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATTTCAAGAGAATGAACTTCAGGG 
TCAGCTTGCTTTTTTGGAAA 3' (SEQ ID NO. 8) 

Des cellules de maminiferes COS-7 ont 6t6 trans fectees 
avec du polyfect (Qiagen) avec 4 fig de vecteurs d' expression 
des siRNA (plox siRNA, psiRNAlox or plox) comme indique et 
un vecteur exprimant la ORE recombinase ou le vecteur vide 
correspondant (8 ji/g) ainsi qu'un vecteur d* expression de la 
Green Fluorescent Protein ou GFP (500 ng) . Soixante heures 
apr&s la transfection, un western blot a ete realise a 
partir des extraits totaux en utilisant un anticorps dirigg 
centre la GFP (Santa cruz) ou la tubulins cellulaire (Sigma) 
afin d*6valuer la quantity de prot^ines utilises pour ce 
test (figure 2). Des cellules fibroblastes (3T3) ont ete 
transfectees avec 0/5 jug ou 1 ^g de vecteur d' expression 
plox siRNA, comme indiqu6 dans la figure 3, et un vecteur 
exprimant la CRE recombinase ou le vecteur vide 
correspondant (8 jug) ainsi qu'un vecteur d' expression de la 
GFP (500 ng). Soixante heures apres la transf ection, un 
western blot a 6t§ r^alis^ partir des extraits totaux en 
utilisant un anticorps dirigg centre la GFP (Santa cruz) ou 
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la tubuline cellulaire (Sigma) afin d'^valuer la quantity de 
protSines utilis6e pour ce test (figure 3). 

En absence de CRE^ les deux parties constituantes du 
siRNA (brin sens et antisens) sont sgparees par le gdne 
n^omycine qui comporte une sequence d'arrSt de transcription 
pour la Pol III. Dans ces conditions, seul le brin sens du 
siRNA est transcrit et le siRNA est inactif : la proteine 
cible est exprdLmfie normalement coinnie montrg a la figure 2 et 
a la figure 3, 3*^ et 4*^ ligne. En presence de CRE, le 
plasmide subit dans la cellule un processus de 
recombinaison, donnant un produit dans lequel la sequence 
ngomycine est elimin^e, et dans lequel les deux 1/2 siRNAs 
ne sont plus separes que par la sequence lox restante, dans 
laquelle il n'y a pas de sequence d' arret de transcription 
pour la Pol III. Le siRNA est done transcrit dans son 
integralite, avec la sequence lox residuelle qui sert de 
« boucle ». Ce siRNA est actif et la proteine cible est 
inhibSe (comparer les lignes 1 ou 2 avec les lignes 3 ou 4, 
figures 2 et 3) . 

L' inhibition est bien li^e a 1' activity du siRNA, 
puisque en presence de CRE, 1' inhibition n'est observes 
qu'en presence du siRNA complete et pas en presence du 
vecteur d' expression du siRNA vide (ligne 1). Son activity 
est gquivalente k celle d'un siRNA servant de controle 
positif, exprime de maniere constitutive (parce que 
1 ' integrality de la sequence a partir de laquelle il est 
transcrit est placee avant le g^ne neomycine), 

D' autre part, 1' analyse par Northern montre le 
processing du precurseur et la synthase du siRNA induite par 
la CRE (Figure 4). L'ARN total des cellules COS-7 a ete 
extrait aprfes 60h de transfection puis analyse par northern 
blot avec une sonde marquee au 32P dirig^e centre le brin 
anti-sens des siRNAs produits : 
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5* CTTTCCAAAT^GCAAGCTGACCCTGAAGTTCATG 3' (SEQ ID NO. 

9) 

La figure 4 montre que 1' inhibition est bien li^e k 
1' expression du siRNA, induite par la CRE. 

5 

EXEMPLE 2 , 

1) Mithodes . 

Des constructions de plasmides ont §t§ realisees 
suivant la methode presentee dans I'exemple 1. Le vecteur 
10 plox a 6t6 construit en insurant, dans le plasmide ploxNeo^ 
le promoteur Pol III (HI) en tant qu* insert Nhel- Xba. Les 
sequences correspondant aux brins sens et anti-sens siRNA 
ont et§ introduites comme oligonucleotides synthetiques en 
utilisant de fagon respective les sites de restriction Xbal 
15 ou BamHl et Kpn. 

SiRNA sens: 

5 ' CTAGCCCCGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATT 3' (SEQ ID NO, 10) 
SiRNA anti-sens: 

5 • GATCCATGAACTTCA6GGTCAGCTTGCTTTTGGTACCTAGACCC 3 ' ( SEQ 
20 ID NO. 11) 

Ce vecteur sera utilise dans les exemples ult^rieurs. 
Des cellules de mammiferes COS-7 ont 6t6 transfect^es 
en deux etapes. La premiere transfection a 6te realis6e avec 
1 jug de vecteurs d' expression des siRNA (plox siRNA, 

25 psiRNAlox ou plox) et 2 /ig d'un vecteur exprimant la CRE 
recoiabinase ou le vecteur vide correspondant. Vingt-quatre 
heures apres cette premiere transfection, les cellules ont 
6t6 transfectees avec 500 ng d'un vecteur d' expression CMV- 
d2GFP (Clontech). Un Western blot a 6t6 realise conformement 

30 a I'exemple 1. 

2 ) Resultats . 

La figure 5 montre que la GFP est ind^tectable lors 
d'une transfection en deux Stapes au cours de laquelle le 
siRNA a pu se former vingt-quatre heures avant la 
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transfection du vecteur d' expression de la GPP, 

EXEMPLE 3 , 

1) M6thodes > 

Des cellules HeLa 1002 (lignee cellulaire derivee des 
cellules HeLa possSdant un transgene int^grg codant pour la 
GFP inductible par la doxocycline) ont 6t6 transfect^es avec 
300 ng de vecteurs d' expression CMV luc ou CMV-RFP^ avec 8 
fxg de vecteur exprimant la CRE recombinase ou le vecteur 
vide correspondant et avec 4 [xg de vecteurs d' expression des 
siRNA (plox siRNA, psiRNAlox ou plox). Soixante-douze heures 
apres la transfection, les cellules ont 6t6 trait^es pendant 
vingt-quatre k soixante-douze heures avec de la Doxocycline 
(1 |xg/ml) avant observation sous un microscope a 
fluorescence Axiovert. 

2) Rgsultats , 

La figure 6 montre 1' activity de siRNA sur 
1' expression d'un gene marqueur GFP integre dans le genome 
de la lignee cellulaire et inductible par la doxocycline. 
L' expression du marqueur est observee dans environ 30 % des 
cellules vingt-quatre heures apres induction (figure 6A) et 
dans 60 % des cellules quarante-huit heures apres induction 
(figure 6B). Des proportions similaires sont observees dans 
des cellules de controle de la transfection (RFP positives) 
transfect^es avec le vecteur vide plox (figure 6A et 6B). 
Ind^pendamment de 1' expression de la proteine CRE, aucune 
expression de la proteine cible GFP n'est observee dans les 
cellules transfect^es avec le vecteur psiRNA lox exprimant 
le siRNA de fagon constitutive. En absence de CRE, parmi les 
cellules transfectees avec le vecteur plox siRNA la 
proportion de cellules GFP positives est d' environ 30 % un 
jour apres induction et d* environ 65 % deux jours apres 
induction ; mais cette proportion est inf§rieure a 5 % en 
presence de CRE. 



1 



wo 2004/048581 PCT/FR2003/003447 

10 

EXEMPLE 4 , 
1) M6thQdes , 

Un vecteur d' expression plox siRNA dirigg centre p53 
(plox siRNA p53) a 6t6 construit selon la mSthode presentee 
5 dans I'exemple 2. Les sequences siRNA sens et anti-sens 
utilisees sont les suivantes: 
SiRNA sens: 

5 ' GCATGAACCGGAGGCCCATT 3'(SEQ ID NO. 12) 
SiRNA anti-sens: 
10 5 ' GATCCATGGGCCTCCGGTTCATGC 3'(SEQ ID NO. 13) 



Des cellules U20S dnt ete transfecties soit avec le 
vecteur vide plox soit avec un vecteur d' expression plox 
siRNA dirige contre le gene p53 (plox siRNA p53). Des clones 

15 stables sont etablis grace au margueur de selection 
neomycine. Ces clones stables sont ensuite transfectes soit 
avec un vecteur exprimant la CRE recombinase soit avec le 
vecteur vide correspondant pMC, puis select ionn^s & I'aide 
d'un marqueur de selection different (hygromycine) . 

20 L' expression de la P53 a ete controlee quatre semaines plus 
tard par Western blot. 
2 ) Resultats * 

La figure 7 montre trois exemples de clones 
transfectes avec le vecteur plox siRNA p53 present ant une 

25 inhibition de p53 dependante de CRE. Aucune inhibition n'est 
observ6e dans les clones ploxsiRNAp53 ayant ^t^ transfectes 
avec le vecteur vide pMC, ainsi que dans les clones 
transfectes de fagon stable avec le vecteur vide plox. La 
figure 7 montre des lign^es cellulaires transfectees de 

30 fagon stable dans lesquelles un gene endogene cible est 
inhibe . 



EXEMPLE 5. 



1) Methodes . 
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La construction MCK-nlslacZ contient la sequence 
codant pour la p-galactosidase nucleaire sous le cohtrole du 
promoteur de la creatine kinase de muscle. L* utilisation 
d'un tel vecteur d' expression permet de marquer les noyaux 
5 des fibres musculaires transf ectees. Les autres vecteurs 
d' expression utilises sont : le vecteur d' expression de la 
CRE ou le vecteur vide correspondant r le vecteur 
d' expression plox, le vecteur d' expression plox siRNA. 

Des souris transgeniques actine-GFP de cinq a dix 

10 semaines (Ikawa et al,) sont anesth§si6es avec 300 |xl de 
0,05 % xyalazine-1,7 % ket amine dans NaCl 0,9 %. Apres 
incision de la peau, 8 [iq d'ADN contenant 3 [xg de vecteurs 
d' expression de la CRE et/ou des siRNA et 2 [ig de MCK- 
nlslacZ, sont injectes dans le muscle tibialis anterior (TA) 

15 a I'aide d'une seringue de 1 ml pourvue d'une aiguille de 
calibre 27. Des plaques d' Electrode Caliper (Q-biogen> 
France) sont imm^diatement appliquees de chaque cotS du 
muscle et une s^rie de huit pulsations electriques (2 Hz, 20 
ms chacune) est delivree a I'aide d'un electroporateur 

20 standard de signal carre (BCM 830, Q-biogen) . Le contact 
electrique est assure par 1 ' application d'un gel conducteur. 

Douze jours apres 1' injection, les muscles TA sont 
disseques et fixes au paraformaldehyde a 4 % dans du tampon 
PBS (Phosphate Buffer saline) puis incubus pendant deux - 

25 trois heures dans du 5-bromo-4-chloro-indol-|3-galactoside 
0,4 mg/ml, K3Fe(CN)6 4 mM, K4Fe(CN)6 4 mM et MgC12 2mM, PBS 
a 37**C pour la coloration lacZ. Les regions LacZ positives 
sont ensuite dissequees sous microscope. Les images de 
fluorescence et en contraste de phase sont obtenues a I'aide 

30 d'un microscope confocal Zeiss (LSM510, Zeiss). 
2) Resultats . 

La figure 8 montre que la combinaison du plasmide 
exprimant CRE et du vecteur plox siRNA GFP induit une 
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diminution marguSe de 1' expression la GFP dans les fibres 
transfectSes (la fleche indique les noyaux LacZ positifs). 
L' expression de CRE en presence du vecteur contr61e plox^ 
ainsi que la transfection du vecteur ploxsiRNA en absence de 
5 CRE, n'affectent pas 1' expression de la GFP dans les fibres 
transfectSes. La figure 8 montre que 1' expression du siRNA 
induite par la CRE peut diminuer 1* expression d'un ghne in 
vivo . 
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REVENDICATIONS 

1) M§thode d'expression d'ARNi dans des cellules 
comprenant : 

- 1 ' introduction dans des cellules eucaryotes d'une 
molecule d'acide nuclSique comprenant les sequences sens et 
antisens de I'ARNi plac^es sous le controle d'un promoteur 
de transcription unique, lesdites sequences sens et antisens 
6tant separ^es par une sequence d'ADN comprenant une 
sequence d'arr§t de ladite transcription, ladite sequence 
d'ADN 6tant encadree a chacune de ses extr6mit6s par un site 
lox, 

- la mise en contact des sites lox avec Cre, pour 
obtenir par recombinaison site-specif ique 1' elimination de 
la sequence d'ADN et de la sequence d' arret de la 
transcription de fagon a ce que lesdites sequences sens et 
antisens ne soient plus separees que par la sequence lox 
restante et ainsi permettre la transcription de I'ARNi dans 
son integrality avec la sequence lox residuelle comme 
boucle. 

2) M^thode selon la revendication 1, caracterisee en 
ce que ladite molecule d'acide nucleique comprend de 5' en 
3 ' , un promoteur de transcription compatible avec lesdites 

25 cellules, la sequence sens de I'ARNi, un premier site lox, 
une sequence d'ADN comprenant un terminateur de 
transcription, le second site lox et la sequence antisens de 
I'ARNi. 

30 3) Methode selon I'une des revendications 1 ou 2, 

caracterisee en ce que ladite molecule d'acide nucleique est 
un plasmide. 



4) Methode selon I'une quelconque des revendications 1 
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a 3, caractSrisge en ce que les cellules transfectfies sont 
des cellules de mammiferes. 

5) MSthode selon I'une quelconque des revendications 
5 precedentes, caract6ris6e en ce que la sequence d'ADN 

s^parant les sequences sens at antisens de I'ARNi et 
comprenant le terminateur de transcription est 
avantageusement un gSne de resistance a un antibiotique^ 
comme la neomycine, 

10 

6) M^thode selon I'une quelconque des revendications 
pr6c6dentes, caract^risee en ce que les cellules sont 
ggalement transfect^es avec une molecule d'acide nucleique 
comprenant une sequence r^gulatrice et le gfene ere. 

15 

7) Une molecule d'acide nucleique comme dSfinie dans 
I'une quelconque des revendications 1 a 5. 

8) Une cellule ou une lign^e de cellules transfectees 
20 par une molecule d'acide nucleique selon la revendication 7. 

9) Composition notamment pharmaceutique comprenant 
comme substance active au moins une molecule d'acide 
nucleique selon la revendication 7 ou une cellule ou lignee 

25 de cellules selon la revendication 8, eventuellement 
associee dans la composition a un excipient compatible. 
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